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論 文 内 容 の 要 旨 
 
第１章 序論 
 光学顕微鏡は微小物体を見る重要な器械である。古くは 1665年フックによる細胞の報告、19世紀
後半のコッホの微生物や細菌と病気の関係など、顕微鏡下での発見は今日の医学や生物学の基礎とな
っている。顕微鏡と医学や生物学は相まって発展してきたといえる。同時代には顕微鏡法には重要な
いくつかの発見があった。結像ではアッベによる開口数 ”n sin α” の導入により、光波の回折が説明
された。レーリー卿により円形開口による分解能の基準 d = 0.61 λ / (n sin α) が示された。照明系で
はケーラーによりケーラー照明法が発明され、現在の顕微鏡照明法の基礎となっている。 
 細胞は無色透明で光波の位相だけを変える位相物体の代表的なものである。細胞内には様々な細胞
内小器官が存在し機能している。通常の顕微鏡法では位相物体の像コントラストがほとんどないため、
観察に適していない。そこで染色による明視野法や蛍光染色による蛍光法が用いられる。近年開発さ
れた超解像顕微鏡法も蛍光法が用いられている。染色や蛍光法は細胞内小器官を選別して可視化する
優れた手法である。しかし染色には細胞毒性があり細胞が弱り死滅する。蛍光法では強い励起光のた
め光毒性が生じ、長時間の観察に適さない。一方、無染色の生細胞観察が求められ、位相差法、微分
干渉法、モジュレーションコントラスト法（斜光照明法の一種）などさまざま提案され実用化されて
いる。なかでもゼルニケの位相差顕微鏡法は検出力が高く無染色観察の優れた方法であるが、位相差
が大きな物体の像にハロという現象やコントラストの逆転が現れ、細部がつぶれる問題があった。本
研究の目的は、従来の位相差顕微鏡法で発生するハロを減らし微細構造の観察を可能にしたアポディ
ゼーション位相差顕微鏡法の発明と開発である。またその特性を詳細に解明する。 
 
第 2章 アポディゼーション位相差顕微鏡法の提案 
 従来の無染色観察顕微鏡法の特徴とそれらの課題を述べる。微分干渉法では高解像の小シアー微分
干渉法を実現したが、偏光を用い像に方向性があることや培養細胞観察では顕微鏡装置構成上の制約
がある。位相差法による位相物体の像形成の原理は、位相物体で生じる直接光と回折光に 1/4波長の
位相差が生じ、これらに回折像面に置いた位相板でさらに 1/4波長の位相差を与え、像面で干渉させ
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ることにより像に明暗のコントラストを与える。コントラストを高めるために位相板には直接光の強
度を弱めるフィルターをつける。位相差検出感度を高めるためには、直接光の強度を大きく下げると
良い。しかし従来の位相差法では、位相差が大きい場合に回折光の強度が強くなり、像にハロという
光の隈取りやコントラストの逆転が生じる。ハロは位相物体を見つけるためには役立つが、微細部分
を覆い隠して見えなくしてしまうという問題がある。この課題を解決するため、ハロを減らし微細構
造のみ高コントラストにする方法を発案し、アポディゼーション位相差顕微鏡法と名づけた。着眼点
は、位相物体の大きさと回折角の関係に着目したことである。大きな物体では位相差も大きくハロが
生じやすい。そこで大きな物体の回折光のみ光学系の開口で変調（アポディゼーション）する手法を
考案した。 
 
第 3章 アポディゼーション位相差顕微鏡法の開発 
 アポディゼーション位相差顕微鏡法の定量的説明により原理を詳細に述べる。照明光 ø 0 = sin ωt
とすると、位相δの位相物体を透過した光波は、ø 1 = sin (ωt + δ) とかける。展開すると、ø 1 = 
sin (ωt +δ) ≈ sinωt +δcos ωt となり、回折光の成分をδcos ωt と考えることができる。一方、
細胞などの位相物体の平均屈折率を一定と近似すると、球状の物体で生じる位相差と回折角は反
比例の関係にある。大きな物体では回折角が小さいので、選択的に回折光を弱めることができれ
ば、大きな位相物体の像コントラストを低くできる。アポディゼーション位相差顕微鏡法では、従
来の位相差法で用いる位相変換部の外側に回折光の一部を変調するアポディゼーション帯を加え、大
きな物体の回折光を選択的に弱め、微細構造を高コントラストで可視化することを可能にした。開発
したアポディゼーション位相差顕微鏡によりその効果を実証した。ここでは位相差法のなかでも、媒
質に対し屈折率が高い位相物体が暗い像として表現されるダークコントラスト法を用いた。従来の位
相差法ではコントラストを高めるために一般に直接光の強度を 10%から 40％に弱めている。さらに弱
めるとハロが強く出て一般的な観察に適さないが、アポディゼーション位相差法では、さらに高いコ
ントラストが可能となる。低倍率から高倍率の対物レンズを用いて、微細構造を可視化し位相差の高
い検出力を可能にしたアポディゼーション位相差顕微鏡法（ダークコントラスト法）を実用化した。 
 さらに顕微鏡の解像限界以下の微小位相物体の像特性を解析することにより、検出可能な位相差量
を明らかにした。光は微小位相物体によりレーリー散乱される。光波の位相は時間と位置で表される
が、回折光の方向による強度変化を顕微鏡の解像限界以下の孤立微小物体を双極子モデルを用いて表
し、回折限界以下の位相物体の像強度を求めた。測定による実験結果と比較して、検出できる最小の
位相差量を定量的に明らかにした。実験結果と比較してアクチン束が太さ 60 nm まで見えると結論し
た。 
 
第 4章 アポディゼーション位相差顕微鏡法によるアスベストの分析 
 アスベストは細い繊維状の天然の鉱物である。飛散したアスベスト繊維は肺疾患の原因となり社会
問題となっている。アスベストには種類があり、同定することが重要である。定性分析の方法には、
暗視野法の一種の分散染色法や、偏光法が用いられる。分散染色法は試料と浸液の屈折率差から生じ
る散乱光による結像の色づきからアスベストの種類を同定するが、暗視野法と同様に細い物質の検出
力が弱い。偏光法は試料の複屈折性を利用するが使い方が難しい。一方、位相差法は検出感度が高い
が、アスベストの種類の同定が困難であった。 
 そこでアスベストの同定について提案と実証を行った。アスベスト繊維は直径がサブミクロンと細
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いため検出力を高めることが必要である。アポディゼーション位相差法（ブライトコントラスト法）
を提案し直接光の吸収度の高い位相膜を開発した。媒質に対し屈折率が高い位相物体が明るい像とし
て表現されるブライトコントラスト法は、感度を高くしても位相差検出の範囲が広い。開発したアポ
ディゼーション位相差顕微鏡を用い、標準位相試料により検出力を確認したところ、太さ 0.25 µm で
位相差量 2.2 nmが検出可能であった。 
 アスベスト同定には、観察試料と浸液の屈折率の分散の違いを利用し、アポディゼーション位相差
顕微鏡に偏光板と波長選択フィルターを用いた。波長選択を行うため、位相板の位相膜の位相遅れ量
に波長特性の少ない 1/4波長膜を開発した。選択した波長で試料と浸液の屈折率が合致した場合に像
コントラストが消失する。また長波長側と短波長側でそれぞれ像コントラストの明暗が逆転するため
屈折率の合致点の判断が可能である。アスベストの複屈折性は、繊維の方向と偏光の方向に応じた像
コントラストの変化により確認する。このように既知の浸液の屈折率と既知のアスベストの屈折率を
比較してアスベストの種類を同定する方法を実現した。 
 
第 5章 アポディゼーション位相差顕微鏡法による無染色の細胞内小器官の分析 
 無色透明内装物体である細胞の細胞内小器官を観察するためには染色法や蛍光法が用いられるが、
毒性のため細胞を生きたまま長時間観察することは困難である。タイムラプス観察法など細胞をその
ままの状態で長時間観察することが求められている。細胞内小器官の構造はマイクロメートル程度か
らさらに微細であるため高感度で位相差を検出することが必要である。課題を解決するために、アポ
ディゼーション位相差法は周囲の媒質に対し屈折率の高い部分を明るい像にするブライトコントラス
ト法を採用した。この方法では屈折率の高いタンパク質で構成されるアクチンなどが背景光に対して
明るく観察される。波長選択を行うため、波長特性の少ない位相膜の透過率を 2% としアポディゼー
ション帯の透過率を 8% として位相差検出感度を高めた。波長選択照明を用いたアポディゼーション
位相差顕微鏡により細胞内小器官の同定を提案し実現した。一般的な培養細胞である Cos-7を用いて
無染色の生細胞でミトコンドリアと油滴の区別を示した。 
 発生学応用ではマウス初期胚を用いて、細胞内観察を行った。タイムラプス撮像により細胞内に繊
維状構造や顆粒状構造を観察した。マウス胚は直径が約 80 µm、ヒト胚は直径が 100 µmから 130 µm 程
度と大きいためハロの少ないこの観察方法は細胞内小器官を捉えるのに適している。アポディゼーシ
ョン位相差顕微鏡では明るい光学撮像により高速でタイムラプス撮像が可能である。非常に小さな顆
粒状構造は、高速タイムラプス撮像によって観察できる。細胞内小器官を無染色で観察するだけでな
く、幾つかの細胞内小器官を特定の波長を用いたアポディゼーション位相差顕微鏡法を用いて識別し
た。無染色の細胞内小器官同定は生命体の構造や機能を解明し、生殖補助医療技術など臨床応用につ
ながる技術である。 
 
第 6章 結論 
 以上のように本研究では、位相物体の微細部分を無染色のまま高コントラストで可視化することを
目的に、従来の位相差法のハロを減らし微細構造の観察を可能にしたアポディゼーション位相差顕微
鏡法を発明し開発した。位相差法では、位相板で直接光と回折光に位相差を与え像面で干渉させコン
トラストを得る。細胞などの位相物体で生じる回折角と位相差に関係があることを見出し、大きな物
体で生じるハロを減らし、微小物体を高コントラストで観察する目的を達成した。光学系の解像限界
以下の位相物体の像特性を研究し、検出可能な物体の大きさを明らかにした。さらに屈折率の分散と
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いう物性から位相物体の像コントラストが波長により変化することに着目し、物質や細胞内小器官の
無染色での区別が可能なことを示した。医工学応用として、肺疾患の原因のアスベスト繊維の検出力
を高め、分散と偏光を利用したアスベストの同定方法を考案し実証した。生細胞観察では、波長選択
を用いたアポディゼーション位相差顕微鏡法による無染色の細胞内小器官の同定を試み、細胞内小器
官の分散が異なることからミトコンドリアと油滴の区別を示した。また胚細胞など生細胞の細胞内小
器官を動的に捉えた。アポディゼーション位相差顕微鏡法を開発し、物質の同定や生命体の構造や機
能を解明する有用な方法であることを示した。 
 
 
